Evolucao do Gene,
Processamento de RNA

E RNA interferéncia

Para esta aula, parte pode ser encontrada nos Capitulo 6 do livro
Molecular Biology of the Cell, Alberts et al,
https://archive.org/details/MolecularBiologyOfTheCell5th/page/n23/mode/
2up

Exon shuffling page 257 chapter 4

siRNA e RNA editing pages 480-499- chapter 7

FALANDO DE EVOLUCAO:

Mutacoes aumentam a variabilidade genética:
Quais sio os principais tipos de mutac¢des?
Substitui¢coes de base,

Insercoes e Delecoes

Alteracdes cromossomicas

Inversoes cromossomicas

Alteracao de niimero de cromossomos.




Substituicoes de base: MISSENSE e NONSENSE

Missense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

Nonsense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.
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Qual a gravidade de cada uma dessas mutacdes nas proteinas?

Uma troca de aminoacid

o pode afetar a proteina?

E o que pode ocorrer se a mutacio estiver no terceiro

Nucleotideo de um codon?

Cédigo genético € universal e degenerado.
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Mutac¢ao SILENCIOSA!! Por que?




Insercoes e delecoes de alguns nucleotideos!

m Frameshift mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

Insertion o, A TTCACACGTACTCATGE
bases ' ' ]
m ~{ His H Ser H His H Val H Leu H Mot H |
m AminToacid
Deletion RSl R ] S e TR R R e e O N P S WS Py P RO i
CATTCACACGTACTCATGC
C-- Ia His Thr Tyr Ser Cys

Frameshift of one DNA base results
in abnormal amino acid sequence.

0 que acontece se a insercao for de trés nucleotideos?

Insercoes e dele¢oes!

Mas o frameshift em geral leva a proteina truncada!

(a) Fase de leitura de cédons em triplete com um cédon de inicio ATG e um cédon de parada TAG

ATG TCC AGTA TAAGT TAC AT AGCTTTT AGTTCC TAC GAGGTA AGT CCT CATA! AGGTAAGT
Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr+Met Arg Ala Phe Ser Ser Tyr Glu Val Gly Pro His Arg Glu Val Ser Pro Parada

Sitio de delecdes

e insercdes em (b)
(b) H
-1Delegdo ATG TCC AGTAGGGTAAGT TACTGCGAGCTTTTA GTT CCTACG AGGTAA GTC CTC ATA GGGAGGTAAGTC CCT AG
-A) Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr:iCys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Parada

-2 Delegio ATG TCC AGTAGG GTAAGT TAC GCGAGCTTT TAG TTC CTA CGAGGTAAGTCC TCA TAG GGAGGTAAGTCC CTAG
(-AT) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriAla Ser Phe Parada

+1Insercdo ATG TCC AGTAGG GTA AGT TAC CAT GCGAGCTTT TAG TTC CTA CGAGGTAAG TCC TCATAG GGAGGTAAGTCC CTA G
0 Met Ser Ser Arg Pro Val TyriHis Ala Ser Phe Parada

+2 Insercdo ATG TCC AGTAGG GTAAGT TAC CGATGCGAGCTT TTA GTT CCTACG AGG TAA GTC CTC ATA GGGAGGTAA GTC CCT AG
(+CG) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriArg Cys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Parada




E mutacées nos introns,
podem afetar o gene?????
Sinais conservados nos introns:

a 5’do exon

- [ exon

A 3°do exon
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(b) Acceptor splicing motif consensus

(a) Donor splicing motif consensus

E por que os introns sio menos conservados?

Em uma populac¢io de Goias encontramos duas
Mutacdes germinativas no gene XPV!!

l G-A no sinal de splicing

St

T C-T — nonsense mutation

373
i}

Qual o efeito de mutacdes no sinal de splicing?




Alelo maternal Alelo paternal

Ala 28 Asp
His 46 His
Gin 173 His
Met 254 Val
Cys 968 Trp
His 1104 His

Pacientes xeroderma pigmentosum brasileiros-

E essas outra mutacoes no gene XPG.... O que sao?

Mutacdes aumentam a variabilidade genética:
Single nucleotide polymorphism (SNP)-

Sao cerca de 3 milhdes no genoma!!!!
(qual o tamanho de nosso genoma?)

20-30.000 em um exoma...
(em um exoma brasileiro encontramos 3000 novos- nao descritos!).

DNA molecule 1 differs from DNA &2 ( T
molecule 2 at a single base-pair 2
location (a C/T polymorphism).
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SNPs... 0 que eles podem nos dizer?
Representam nossa diversidade?

Nossas diferentes respostas em doencas???

Genetic Variations: Latent Effects
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¥= SNPs causing latent effects L

SNPs...e as associacoes de SNPs com doencas
permitem entender melhor nossos riscos!
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Detectando SNPs por NGS:

546 bp
..........................
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Construindo novas proteinas
durante a evolu¢io por

EXON SHUFFLING

(embaralhamento de exons)




Gene

DNA r \
[ [nvon] Exon? [mvon IRl
Transcription l
RNA Processing l
Translation
l Domain 3
Domain 2
Domain 1
Polypeptide

Mas as proteinas sio feitos de pedacos (dominios) e em

geral codificadas por exons independentes!!!!!
O Que isso significa em termos e evolucio e criacio de

novos genes?

Dominios proteicos... 0 que sd0?
e qual sua relacdo com a evolugio das proteinas:

Insert
(ACP-binding domain)

[ — (Catalytic domain)

ESCHERICHIA COLI MALONYL-COA:ACYL CARRIER PROTEIN

TRANSACYLASE (PDB otk L) DNA polimerase




Os exons podem ser embaralhados (exon shuffling) e produzir
novas proteinas!!!

exon1 exon2 exon 3 exon 4

Gene A

recombination

Gene B —
exon 5 exon6 exon7
new exon1 exon2 exon6  exon?
Gene C _-_-_ [

e ————  —

exon 5 exon 3 exon 4

Os exons podem ser embaralhados (exon shuffling) e produzir
novas proteinas!!!




No exon shuffling um nimero pequeno de dominios funcionais podem ser embaralhados

por recombinagao e, no processo evolutivo, formar uma grande

diversidade de genes distintos que codificam proteinas com fungdes distintas.

Assim, os dominios proteicos podem funcionar
como pecas de LEGO e montar proteinas
diferentes através de recombinac¢oes nos
introns!!!!




Dominios na montagem de proteinas: exemplos:
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Outros exemplos de proteinas com
dominios homologos!!!!
Genes do sistema imunolégico!

N-CAM HHC T (als MHC I:Class I

MHC and fo-
Antibody Ilet and Class e Tl
| 118 chams) R

1K ATT,

https://www.youtube.com/watch?v=rMa3i18xz5nU




A RNAworld RNP world DNA world

Introns first Introns early ntrons late
latish  very late

irst LECA
eukaryotes?

early-branching
Bacleria Archaea Eukaryotes “Crown group’ eukaryotes

} Introns very late
LECA
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LUCA

I
DNA & protein world }Inuonsearly
|
RNA & protein world . oy
I Introns firs!
RNA world
I
Origin of life
1
Se os exons/introns sio tao importantes na formacao de proteinas,
Certamente tem muito impacto na evolucio?
Ha quanto tempo os organismos vivos tem introns em seus genes!!!!!

Os introns sio basicamente conservados onde existem em eucariontes..
teriam existido introns nos genes do progenota?

Ou no mundo de RNA? -INTRON EARLY HYPOTHESIS
(alguns autores defendem: Intron First hypothesis)




Na origem dos organismos um pequeno pedago de RNA, que faria uma funcao

Poderia formar moléculas mais complexas aumentando a diversidade funcional!

Ou os introns teriam surgido pela infestacio de
transposons depois que ja existiam eucariontes???

INTRON LATE HYPOTHESIS!

Proposed history of group Il introns

Bacterium @
Endosymbiont
' event
Primitive mitochondria
eucaryote
Migration
' to nucleus
@
Loss of Loss of
transposition splicing
function J \ function
R ) D
J@ISR Q@
Spliceosomal Non-LTR

introns retroelements




Essa infestacio pode ter surgido durante a
formacio de organelas, pela teoria

endossimbiontica.

INTRON LATE HYPOTHESIS!
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Objetivos da aula:

Como o RNA é processado em
eucariontes e RNA nao codificantes

Eucariontes tem 3 RNA polimerases.
5’CAP e poli-adenilagao de mRNA.
Introns “self splicing”- Ribozimas
Spliceossomos e sua origem.
Transporte do RNA ao Citoplasma.
RNA nao codificador.

RNA interference e miRNA

RNA editing

ONOoGRWON=




Quantas RNA polimerases existem em bactérias!

RNAP from T. aquaticus pictured &~
during elongation. Portions of the
enzyme were made transparent so as
to make the path of RNA and DNA
more clear. The magnesium ion
. 1 i t the enzym i
Apenas uma RNA polimerase! U, o /ot e enayme acive

Como purificar a RNA polimerase de eucarionte?

7Y

Extrato celular

/
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Key: @ Large net positive charge
© Net positive charge
© Net negative charge
® Large net negative charge

Polymer beads
with negatively

o
functional groups

Cromatografia

de Troca Ionica:

Separagio das proteinas
baseadas nas suas

Proteins move through the .~ £ .

column at rates determined cargas liquidas

by their net charge at the

\ 4
a0
Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers.

pH being used. With eation i :
exchangers, proteins with | ([ $/|%
amore negative netcharge | 2 3 4 5 §

move faster and elute earlier.

* O que é cromatografia de troca ionica?
* Como medir a atividade de RNA polimerase?




Vejam os resultados da eluicao:
QUANTAS RNAs Polimerases temos em

Eucariontes?
RNA polymerase activity
|
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NaCl |

Alfa amanitina (azul) inibe sintese de RNAm! Que
enzima sintetiza RNA mensageiro?

Trés RNA polimerases transcrevem
0 RNA em eucariontes!

RNA polimerase I- RNA ribossomico- RNAr

RNA polimerase I1I- RNA mensageiro- RNAm
(microRNA também)

RNA polimerase III- RNA transportador e outros RNAs
pequenos (RNAr 5S, 7S RNA, etc).




As RNA polimerases sio altamente conservadas!
Compare eucaria/arquéia e bactéria! Quem sao
as mais proximas?

A Bacteria Archaea Eukarya B
B' AYA" RPB1
B B"/B' RPB2

2 a D RPB3
S a L RPB11
E ® K RPB6
o F RPB4
% H RPB5

(E; ?,23; Bacteria Archaea Eukarya
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i - Ssu72? ~ Ne24

Release and
dephosphorylation

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
A RNA polimerase II tem uma cauda (CTD- carboxy terminal domain)
que ¢ fosforilada durante a transcrigao!
52 repetigdes da sequéncia Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser




Transcription & initiation of
mRNP assembly

r’ M{A) site ~¥

\l/ Processing, transcription termination
& completion of mMRNP assembly

Cap
S0 L S @0 = T &) Pol II
» . GooD!
¥ surveiiance Y
Retention mRNA export
and destruction

A CTD da RNA polimerase interage com o DNA e serve
como uma espécie de plataforma para ancorar outras
proteinas necessarias na transcricio!

TATA box start of transcription

(A |—— g TFID
am» 5P

(B) (TFIA
!:‘—.

. TFIIB
(=D
(€ TFIIF__other factors
TRIE @\ 222

\ ~
TFIHED S
RNA polymerase |l

Q00

ey

~D

0 & )
UTP, ATP, CTP, GTP

RNA
TRANSCRIPTION
Cel Bology, 2/e. (© 2004 Garland Science)
Varios sao os peptideos fatores de transcricao (TFII)que
interagem com a RNA polimerase II! O que é TATA box?

E o que é¢ TBP?

00
(E) | vt TBP= TATA binding protein!




Modificacoes do RNA na célula (a CTD da
RNA polimerase II participa de todos os processos)

Poly{A)
Exlon lnhl'on ske Termination sites
DNA BA I : [ [ |
Transcription
. Cap
Primary RNA 5 3
transcript Cleavage by
endonuclease
o Poly{A} polymerase ¥
e
r ]
° 100-2503.
RNA splicing
v .
HRHSS A100-2503

Por que os virus da gripe (genoma RNA
negativo) tem replicacdo nuclear???

Cap snatching

3 / ' 5
¥
[0} Cledvage
Cellular mRNA sy 37
3 [ 5
5 ==, y
Primed mRNA synthesis

3
5®

@) Transc

ription

5@
(@ Viral mRNA

iy 3

Rouba 5’cap do RNAm da célula hospedeira!




Estrutura do 5°CAP!

7-methylguanosine 5' end of mMRNA

H H ! 1
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cH-@-@-@-cH:
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bridge

H

3
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OH

Ap6s a clivagem do poliA, o RNA continua a ser
transcrito, mas sem S’CAP ¢é degradado!

5' cap [ /___AAUAAA GIU |3’
H’ ‘

\

Cleavage 10-35 nucleotides
downstream from AAUAAA
sequence

5' cap [ /T AAUARA I

*:: ;\ Poly(A) polymerase

5’ cap Ij',/ AAUAAA AAAAAAAAAAA...

Poly(A) tail

RNAs virais e celulares (mensageiros) tem cauda de poli-A!
(exceto RNAm de histonas!!!! Por que? Qual a funcio de Poli-A?)

Mutacbes na sequéncia sinal (AAUAAA) fazem com que 0o RNAm

nio seja poliadenilado e seja degradado!




Prémio Nobel de Quimica 2006 Roger
Kornberg (aqui com seu pai Arthur-
prémio Nobel em 1959!)

The high resolution of the
RNA pol II structure and function!

Video:
https://www.youtube.com/watch?v=XzV XhemtwmA

IRNAm de eucariontes possue introns e exons.
[E existem sinais para o splicing!
Sinais conservados nos introns:

A 3°do exon a 5°do exon

intron

i £
J — TAA._» - o S, s e oo =0 8 QA

e 8 8 R CE e 8 . CahisceressrNBsYerms !
: ez, GrePseerese-anzdorces ARNARARE,

1) Donor splicing motif consensus (b) Acceptor splicing motif consensus




Reacoes de trans-esterificacoes resultam na
remocao de introns,

Na regiao da Adenina (branch point)-
Formacao do lariat- 1aco!

Intron
TN
2'/A\ 5' exon scqu%'?cc | 3 exon

5 0O H 3 sequence HO',\-? sequence

el precursor 5 7 .
o=f=o T RNA molecule

5'— exon 1—0 o 3
. o-EeE- |

—
2
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F
g
:
g
g
5
g

O = 3' oxygen of
exon 1
y=2' ~
=2' oxygen of 5 o oH

. A ~
branch-point A _‘2 V2 \ transient - '_ 3

3" oxygen of intermediate
intron cl) 3 \/
|
0—=P=0
—7)
s—{—o—+ o>
3 s

Second transesterification excised
intron

? q
- e— oo -3

5 O A
| 2, o] ligated exon
O=l|°— \3' Spliced exons sequences
(&) H

Excised lariat intron

Tom Cechi: trabalhando com o mecanismo de
processamento de introns em Tetrahymena:




Self-splicing in pre-rBNA in Tetrahymena :
T. Cech et al. 1981

)\ A > — + 'UW_’O
Exon1 Intron1 Exon2 Exon1 Exon2 Intron 1

*Products of splicing were resolved by gel electrophoresis:
pre-rRNA + +  + +

Nuclear extract - + - + Additional proteins

GTP__ - + + - are NOT needed for

splicing of this pre-

pre-rRNA — === s o= o=
Spliced exon ™| S—— TRANAL

DoneedaG

Intron circle — — — nucleotide (GMP,
Intron linear — GDP, GTP or
Guanosine).

* controle, sem proteinas, teve splicing!!!!
* Self splicing RNA!!!!!?

Self splicing de RNAr em Tetrahymena- grupo I:
RNAs cataliticos= ribozimas!

Primary transcript
5 U 3
)
;) 0
e
o o I
PGpA
Intermediate
5 3

U-OH
N

5" pGpA
G-OH 3'

Mature RNA
5 UpU 3




Self splicing de RNAr em Tetrahymena- grupo I:
RNAs cataliticos= ribozimas!

Tom Cechi video comments

Ribozyme discovery 1 ( a partir do minuto 6) and 2

https://www.youtube.com/watch?v=HwEgcH 1zsXw

Self splicing grupo I e grupo II:

Group | self-splicing intron sequences

3" exon
sequence

5" exon
sequence

5 ~ 3
|

Group |l self-splicing intron sequences

intron
5' exon chu";‘cf" ) 3' exon
sequence HO{ A sequence
Lo /
precursor 5 - 3
RNA molecule

transient
intermediate

excised
intron
sequence

ligated exon
sequences




Os introns (self) tém estrutura que
aproximam os exons!

7N
5'exon 3'exon

© 1997 Current Biology

Ribozyme \hr w
Ribozimas! \jﬁ \K\/‘/ S \/—-/

RNA rriessage Ribozyme-mediated cut Cut (cleaved) RNA messages
introduced into RNA message

5" splice site U2 snRNP 3' splice site

U1 snRNP
5' exon . ><_\ 3" exon
intron
sequence sequence
5 e 3 Precursor
N A4 mRNA molecule
US, U4/US, etc. ASSEMBLY OF
SPLICEOSOME

STEP 1
LARIAT FORMATION
AND 5' SPLICE SITE
CLEAVAGE
5 3 " 5 ¥
us
u4/Ue STEP 2
3' SPLICE SITE
CLEAVAGE AND
EXON SEQUENCE
LIGATION

excised intron sequence
in the form of a lariat
+ (will be degraded in nucleus)

mature mRNA
(ligated exon
sequences)

5

.
Mas em nosso nucleo o splicing ocorre através de spliceossomos!

O Que sao snRNPs???? Qual sua composicao?????




Exon 1 Exon 2 Fig. 17.10

Os snRNPs sao complexos RNA (ricos em U) e proteinas!

Os RNAs emparelham com 0 RNAm:

Qual a funcido dos RNAs nessas RNPs! Estrutural ou catalise?

Por que isso é chamado de catalise trans?

Que relacio existe entre os introns self splicing e
aqueles para os spliceossomos?

Video snNRPs:
https://www.youtube.com/watch?v=Dp b9elTxdc




Controle de RNAm Splicing:
exon skipping e sitios cripticos de splicing!

—@—
e

exon skipping

intron retention
alternative 5' splicing site

alternative 3' splicing site

—%—

Controle de RNAm Splicing: exon skipping para
splicing alternativo na fibronectina:

ENIB ElIA
| |

SHIE T

Fibronectin gene

—

Fibroblast .
fibronectin mRNA 5"~~~ I glinllm l i
U Ul UU U L U

Hepatocyte
fibronectin mRANA

A

-3

>
=

EIIIB e EIITA sao dominios de liga¢cdo na membrana

plasmatica- a produzida pelo hepatdcito é uma proteina
circulante no sangue....




Composi¢cio do genoma humano!

(a) Transposons de Retrotransposons LTR (8,3%)
DNA (2,9%)

Repeticdes de sequéncias
simples (3%)

Duplicagdes

de segmentos (5%),
Sequéncias
repetidas longas

(p. ex., centrébmeros,
teldmeros) (8%)
Sequéncias

codificadores
de proteinas
(1,5%)

unicas miscelaneas (11,6%)

S6 1,5% do genoma codifica proteinas, mas 70% codifica RNA!!!!

1] ql!nlnlulllu!l

yza sativa L. s3p.
Drosophila melsnogaster

RNA néo codificante e complexidade de eucariontes!

Taft RJ, Pheasant M, Mattick JS: The relationship between non-protein-coding DNA and eukaryotic
complexity. BioEssays 2007, 29:288-99.




RNA interference: antes em
cossupressio em petunias

Superexpressao de gene de pigmento faz a flor
ficar branca!!!

RNA interference- um novo paradigma
Caenorhabditis elegans

Video: https://www.youtube.com/watch?
v=zjqLwPgLnV0

Caenorhabditis elegans model for development- see at home:

https://www.youtube.com/watch?v=zc1P71GSzdU




RNA interference-
O experimento (1998)

Silenciamento génica por
RNA dupla-fita.

Sensa RNA

Antisanse ANA Double-stranded RNA
Craig Mello and Andrew
Fire, Nobel- 2006 P o —
\ N\ \
A\ . W
~— '_‘ ~- - o ;.,—
Wild type Wik typo Twitchor
C. elegans
o —————
dsRNA
s (R RNA interference
| Silenciamento génica por
P RNA dupla-fita-
s degradacao do RNAm
GREsY
. Ou bloqueio de traducao
RisC ."..\
mRNA \.w»" Ribossomo
¢ 5’ mRNA / ¥
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* Proteina RISC Semente
y 7 -ty " nascente




mckear expont
CYTOPLASM

Mature miRNA
within RISC

Degradagdo Bloqueio da
tradugao

... miRNA maduro
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Células humanas também tem esse mecanismo
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AAAAAAA

mRNA

AAAAAAA
1

RI
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Degradacdo Bloqueio da
traducao

.. miRNA maduro

O uso de RNAIi no
silenciamento gén

siRNA

Si RNA —exemplo de inibi¢ao
de proteina nuclear.

RNA controle

SiRNA silenciando esse gene.

RNA interference Nature video and neuronaute:

RNA interference para leigos:




* Nem sempre a sequéncia do RNA é igual
a de seu gene!!!!
* Edicao do RNA!!!!

Addition of Uracil to RNA

e ol bl DA

Transcription of DNA to Pre-edited RNA

wAGCUGCCAAUUGCGCAUUCCAACCGGAUACGCG.. Pre-edited
RNA
Guide RNA gives template for editing
UCGACGGUUAACGAACGIAAGAGIUGGCCIAILG gRNA
LAGCUGCCAAUUGC GCAUUC CAACCGGAUAC .. Pre-edited
RNA

Editing ofpre-mRNA
ACCICCCAAITICCIIIGCAIIILCILCAACCGCAT]AC Edited RNA
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Transiation to protein or other pathway

Os RNAs podem ser editados: RNA editing pelo RNA guide!

Guide RNA(gRNA)
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Archeeing Ragion mRNA

EdRrosome Comsplex




Os RNAs podem ser editados: mitocondria de tripanossoma!
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Os RNAs podem ser editados: organelas de plantas!

Chloroplast:

= —  CtoU(someU>C)
=N\ (w20 sites)

allin coding regions

Mitochondria:

CtoU(someU>C)
500 - 1000 sites !
25%of all C's

> 90% of all MRNAs

90% coding regions
10% introns / UTR

T most sites conserved
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RNA editing em humanos!

Expressao diferente dependendo do tecido
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Apo-B100 Protein

In Liver

Apo-B48 Protein

In Intestine







